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(54) Tide: PROCESS AND DEVICE FOR DETERMINING THE ACTIVITY OF ENZYMES IN LIQUIDS, OR THE CONCENTRATION 
AND/OR ACTIVITY OF INHIBITORS IN LIQUIDS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR BESTIMMUNG DER AKHVTTAT VON ENZYMEN IN 
FLOSSIGKETTEN, BEZIEHUNGSWEISE DER KONZENTRATION UND/ODER aktivitat von 
INHEBITOREN IN FLtJSSIGKEITEN 



(57) Abstract 

A process and device are disclosed to determine the activity of enzymes in liquids in a largely automatic 
manner. The device for carrying out this process has a column (1) with a chromatographic carrier for treating 
a measurement sample. The carrier is mixed with a substance capable of binding to an enzyme inhibitor 
present in the measurement sample and that corresponds to at least one enzyme. A measurement sample 
supply (2) is associated to one end of the column (1). A valve/pump arrangement (7, U, 14, 15) for filling 
at least one test tube (5) with a carrier and at least part of the measurement sample is connected downstream 
of the column (1), in the flow direction of the measurement sample. The carrier is dissociated into cleavage 
products by the action of the enzyme. The rise in concentration per unit of time of at least one of the 
cleavage products of the carrier is sensed during an incubation time. As an alternative or supplementary 
step, the enzyme that corresponds to at least one enzyme inhibitor is extracted by chromatography from a 
measurement sample to detect enzyme inhibitors in liquids and the thus treated measurement sample is tested 
for inhibitor concentration and/or activity. 

(57) Zusaramenfassung 

Vorgeschlagen werden ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Bestimmung der Aktivitat von Enzymen in Flussigkeiten, die eine 
weitgehende Automatisierung des MeBvorganges ermoglichen. Die Vorrichtung zur Durchfiihrung dieses Verfahrens umfafit zur Behandlung 
einer Mefiprobe eine Saule (1) mit einem chromatographischen Tragermaterial, wobei das Tragermaterial mit einer Substanz versetzt ist, 
welche in der MeBprobe vorliegende, mit mindestens einem Enzym korrespondicrcnde Enzym-Inhibitoren bindet. Dem einen Ende der 
Saule (1) ist eine Zufuhreinrichtung (2) fur MeSproben zugeordnet. In FluSrichtung der MeBprobe, der Saule (1) nachgeschaltet, ist eine 
Ventil/Pumpen-Anordnung (7, 11, 14, 15) angeordnet^mit der mindestens ein VersuchsgefzlB (5) mit einem Substrat und zumindest einem Teil 
der MeBprobe befullbar ist. Das Substrat wird durch das Einwirken des Enzyms in Spaltprodukte aufgespalten. Mit Hilfe eines Detcktors 
wird der Anstieg der Konzentration zumindest eines Spaltprodukts des Substrats pro Zeiteinheit wahrend einer Inkubationszeit erfaBt. 
ErgSnzend oder alternativ zum Obi gen wird noch vorgeschlagen, einer MeBprobe zur Bestimmung der Enzyminhibitoren in Flussigkeiten 
die mit mindestens einem Enzyminhibitor konespondierenden Enzyme zu entziehen und die so behandelte MeBprobe auf die vorhandene 
Konzentration und/oder Aktivitat der Ihhibitoren zu untersuchen, wobei die Enzyme der MeBprobe auf chromatographischem Wege entzogen 
werden. 
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"Verfahren und Vorrichtung zur Bestimmung der Aktivitat von En- 
zymen in Fliissigkeiten, beziehungsweise der Konzentration 
und/oder Aktivitat von Inhibitoren in Fliissigkeiten." 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Be- 
stimmung der Aktivitat von Enzymen in Fliissigkeiten, beziehungsweise 
der Konzentration und/oder Aktivitat von Inhibizoren in Fliissigkei- 
ten. 

Die Bestirnung von Enzymaktivitaten in Pf iar.zenextrakten , Bak- 
teriensuspensionen, Homogenanten und Korperf lussigkeiten , wie 
Serum, Plasma, Harn , bronchoalveolarer Lavage: liissigkeit , Punk- 
tat, Liquor, Zellinien oder auch homogenisie — em Gewebe, hat: 
fiir die Diagnostik und zur Verlaufs- bzw. Therapiekontrolle; 
ganz weser.-iiche Bedeutung erlangt . 

Beispiel sweise in Serum ist die Unterscheic^r.g zwischen Enzym- 
proteinen und den~iibrigen Serumproteinen auf chemischem Wege 
auBerst problematisch . . Dabei ist zu beriicksichtigen , da/3 die 
Konzentrationen der einzelnen Enzyme in Kdrperf liissigkeiten 
auBerordentlich gering sind. So enthalt das Serum eines gesun- 
den Menschen 0,1 pg Glutamat-Oxal-Aze tat -Transaminase im Milli- 
liter- Zun Vergleich sei erwahnt, daB die GesamteiweiBkonzen- 
tration 6.0 bis 80 mg/ml Serum betragt, d.h. die Konzentrationen 
verhalten sich etwa wie 1:700*000. Da die 3eszimmung der Enzym- 
konzenrrationen auf chemischem Wege problemazisch ist, berech- 
net man ihre Aktivitat aus der Geschwindigkei" , mit der die Urn- 
setzung eines geeigneten Substrats erfolgt. 

Aus der klinischen Chemie ist das sogenannte ELISA-Verf ahren 
bekannt, bei dem auf immunologischem Wege die Konzentrationen 
eines Er.zyms und des entsprechenden Enzym- Inhibitor-Konplexes 
in einer Gewebeprobe bzw. in einer MeBprobe erfaBt werden . Eine 
Messung der Enzymaktivitat ist nach dieses Verfahren nicht mog- 
lich, da hier ledigiich Konzentrationen cer.esser. werder., wobei 
nicht berucksichtict wire, daB ein Enzym sovohl in aktiver als 
auch ir. ir.hibierter Form vcrliegen kann . 

Aus der. Stand der Technik sind Verfahrdn bekannt, bei cer.en ei- 
ner Me.^orcce zunachst die mit einem beszirr^en Enzym korrespon - 
ciererxer. Enzym- Inhibitoren entzocen -werder. ur.d anschiieflenc 
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die Aktivitat dieses Enzyms bestimmt wird. Die bekannten Ver- 
fahren sind sehr aufwendig, was einerseits auf die verwendeten 
Mefiproben in Form von Gewebeproben zuriickzuf iihren ist und an- 
dererseits auf die Vorgehensweise, wie die Snzym-Inhibitoren 
der Meflprobe entzogen werden. Dazu wird die Meflprobe mit einer 
Substanz versetzt, die die Enzym- Inhibitoren an sich bindet, Um 
die Enzym-Inhibitoren moglichst vollstandig zu binden, mufl die 
Substanz fiber eine bestimmte Dauer auf die Meflprobe einwirken, 
wobei eine moglichst: homogene Mischung zwischen Meflprobe und 
Substanz auf rechterhalten werden mufi. Anschlieflend miissen die . 
so behancelte Meflprobe und die Substanz in einem Trennverf ahren 
separierr werden. 

Davon ausgehend liegt der Erfindung nun die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 
fahren und eine Vorrichtung zur Bestimmung der AJctivitat von Enzymen in 
Flussigkeiten anzugeben, welche eine weitgehende bis vollstandige Auto- 
matisierung und also eine Rationalisierung der Me3methbde ermOglichen, 
sowie fur additive Oder alternative Anwendung zur Bestimmung der Kon- 
zentration und/oder Aktivitat von Inhibitoren in Flussigkeiten. 
Das erfincungsgexnafie. Verfahren lost die voranstehende Aufgabe durch die 
Merkmaie der PatentansprUche 1 Oder 23. Danach Lsz ein Verfahren zur 
Bestimmung cer Aktivitat von Enzymen in Flussigkeiten, bei dem einer 
Meflprobe die mit mindestens einem Enzym korrespondierenden Enzym- 
Inhibitoren oder die mit mindestens einem Inhibitor korrespondierenden 
Enzyme enizogen werden und bei dem die so. behancelte Meflprobe mit einem 
Substrar versetzt wird, wobei das Substrat durch das Einwirken des En- 
zyms in Spaltprodukte aufgespalten wird und der Anstieg der Konzentra- 
tion zumindest' eines' Spaltprodukts des Substrars pro Zeiteinheit wah- 
rend einer Inkubationszeir erfaflt wird, so ausgestaltet , daft die Enzym- 
Inhibitorer. oder die Enzyme der Meflprobe auf chrcmatographischem Wege 
entzogen v/erden . 

Erf indur.gscemafl ist erkannz worden, dafl die Enzym-Inhibitoren 
der Meflprobe auch entzogen werden konnen, ohne dafl eine mog- 
lichst hoir.ogene Mischung zwischen der 3ntsprechenden Substanz 
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und der Meflprobe hergestellt werden muB und anschlieflend ein 
aufwendiger Trennvorgang vorgenommen werden muJ3 . In diesem Zu- 
sammenhang ist erkannt worden, daB das Mischen und Trennen auch 
auf chromatographischem Wege aber praktisch in einem Verfah- 
rensschritt durchgef iihrt werden konnen. Besonders vorteilhaf t 
daran ist, dafl mit dem erf indungsgemaBen Verfahren nunmehr En- 
zymaktivitaten von in fliissiger Form vorliecenden MeBproben, 
d.h. von Korperf liissigkeiten aller Art sowie von homogenisier- 
ten Gewebeproben, bestimmt werden konnen, wobei das Entziehen 
der Enzym-Inhibitoren auf chromatographischem Wege eine weitge- 
hend automatisierte Verf ahrensf uhrung ermoglicht. 

Dazu wird die Meflprobe in vorteilhaf ter Weise durch eine Saule 
mit einem chromatographischen Tragermatieral geleitet, wobei 
das Tragermaterial mit einer die Enzym-Inhibitoren bindenden 
Substanz versetzt ist. Dabei reichern sich die Enzym-Inhibito- 
ren in der Saule an, so daB also gleichzeitig, quasi als Neben- 
produkt des erf indungsgemaBen Verfahrens auch eine Isolation 
der Enzym-Inhibitoren erreicht wird. 

Ura nun die MeBergebnisse verschiedener MeBvorcange miteinander 
vergleichen zu konnen, miissen definierre Versuchsbedingungen 
eingehalten werden. Dazu kann die behandeize MeBprobe, d.h.- die 
von Enzym-Inhibitoren bereinigte MeBprobe, rr.ir einem geeigneten 
Saulenpuffer def iniert v.erdiinnt werden. Aufierdem kann der MeB- 
probe ein je nach den Versuchsbedingungen ur.c zu bestimmenden 
Enzymaktivitaten geeigneter MeBpuf f er beigeniischt werden. In 
einer vorteilhaf ten , Variante des erf indungsgemaBen Verfahrens 
laflt sich das MeBassay, d.h. die zumeist vercunnte MeBprobe in 
Verbindung mit dem Testsubstrat , das curch Einwirken des zu be- 
stimmenden Enzyms in Spaltproduk te aurgespai-en wire, wahrenc 
der Inkubationszeit temper ieren . 

Grundsarzlich gibt es verschiedene Mdclichkeiren , um den An- 
stiec der Konzentration zumindest eines Soaizorodukts des Sub- 
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strats pro Zeiteinheit wahrend der Inkubat ionszeit zu erfassen. 
Besonders vorteilhaf t ist es, den Anstieg der Konzentration 
fluorometrisch zu bestimmen, da-sich auf diese Weise besonders 
gut der Zeitverlauf des Konzentrationsanstiecs verfolgen lafit. 

Die der Erfindung zugrundelieigende Aufgabe wird auflerdem durch 
eine Vorrichtung zur Bestimmung der Aktivitac von Enzymen in 
Fliissigkeiten mit den Merkmalen des Patentar.spruchs 7 gelost. 
Danach ist zur Behandlung einer Mefiprobe eine Saule mit: einem 
chroittatocraphischen Tragermatieral vorgeseher. , wobei das Tra- 
germateriai mit einer Substanz versetzt isc, welche in der Mefi- 
probe vorliegende, mit mindestens einem Enzym korrespondierende 
Enzym-Inhibitoren bindet. Dem einen Ende der Saule ist eine Zu- 
f iihreinrichtung fur MeBproben zugeordnet. rn F luflrichtung der 
Meflprobe, d.h. der Saule nachgieschaltet ist eine Ventil/Pumpen- 
Anordniing angeordnei-, mit der mindestens ein Versuchsgef a/3 mit 
einem Substrat und zumindest einem Teil der Mefiprobe befiillbar 
ist. Schliefilich ist noch ein Detektor zum Erfassen des An- 
stiegs der Konzentration zumindest eines Spaltprodukts des Sub- 
strats pro Zeiteinheit vorgesehen, 

Erfindungsgemafi ist erkannt worden, dafi sich eir. Verfahren zur Bestim- 
mung der Aktivitat von Enzymen bzw.Aktivit^t ur.d/oder Konzentration von 
Inhibitorer. in Fltissigkeiten, bei dem einer Meilprobe auf chromatogra- 
phischem Wege die mit einem Enzym korrespondierencen Enzym-Inhibitoren 
bzw. Enzyme entzogen werden, in eine sequentielle Versuchsanordnung uir- 
setzen' iafit. Das heifct, eine Meibprobe durchiauft nacheinander verschie- 
dene Stationen einer Versuchsanordnung, ohne da. r ; die Mefiprobe vor Been- 
digung des Versuchs der Versuchsanordnung entnommen werden mufl unci spe- 
ziell ber.ar.ceit werden muf: . Besonders vorteiihart in diesem Zus airmen- 
hang ist, daft die Messungen weitgehend automatisch durchgef tthrt werden 
kbnner.,. incem einzeine Komponenten der Vcrricr.tur.c automat is ch ange- ■ 
steuert ur.d bedient werden. 
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In einer vorteilhaf t en Ausgestaltung der er f indungsgemafien Vor- 
richtung ist die Saule mehrfach verwendbar, d.h. es lassen sich 
mit einer Saule mehrere Mefiproben hintereinander behandeln. 
Dazu herrscht in der Saule ein Uberschufi an der Substanz, wel- 
che die in den Mefiproben vorliegenden Enzym- Inhibitoren binder. 
Die Menge bzw. der Uberschufi an der Substanz bestimmen letzt- 
lich die Kapazitat der Saule. 

Von Vorteil ist es aufierdem, wenn die Saule austauschbar ist. 
In diesera Falle kann einerseits eine verbrauchte Saule duxrch 
eine neue Saule ersetzt werden. Andererseits kann die erf in- 
dungsgemafie Vorrichtung dann auch fiir unterschiedliche Versuche 
prapariert werden, d.h. fiir die Messung von Aktivitaten unter- 
schiedlicher Enzyme. Kierfiir miissen den Mefiproben jeweils un- 
terschiedliche Enzym-Inhibitoren entzogen werden. Dementspre- 
chend mufi die Saule also mit unterschiedlichen Substanzen pra- 
pariert sein. 

Im Hinblick auf eine Automatisierung des . Mefiverf ahrens ist es 
vorteilhaft, wenn die Zuf uhreinrichtung nicht nur Zugriff auf 
einen Mefiprobenspeicher, wie z. B. ein Probenrondell , hat son- 
dern auch auf ein Reservoir eines Saulenpuf f ers . Der Saulenpuf - 
fer dient zum Nachspiilen bzw. Durchspiilen der Saule nach jeder 
Mefiprobe, urn ein Vermischen von unterschiedlichen Mefiproben in 
der Saule und also eine Mefiwertverf alschung zu vermeiden. Im 
Rahmen einer automatischen Verf ahrensf iihrung vird die Zufiihr- 
einrichtung dann also immer abwechselnd auf den Mefiprobenspei- 
cher und das Reservoir des Saulenpuf f ers zugreifen. Vorteilhaf t 
ist es in diesem Zusammenhang auch, wenn der Saule nachgeschal- 
tet eine Kontrollvorrichtung zum Uberprlif er. cer Reinheit des 
aus der Saule austretenden Saulenpuf f ers vorgesehen ist. Eine 
solche Kontrollvorrichtung konnte beispielsweise photometrisch 
arbeicer. oder auch Mittel zu.r Messung der Leitf ahigkeit der aus 
der Saule austrecenden Fiussigkeit umf assen . 
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Wie bereits erwahnt dient der Saulenpuffer zum Nachspiilen der 
Saule, nachdem eine MeBprobe die Saule durchlaufen hat. Des 
weiteren dient der Saulenpuffer aber auch zur Verdiinnung der 
Mefiprobe. Zur Auswertung der Meflergebnisse und auch um defi- 
nierte Versuchsbedingungen zu schaf fen, ist in einer vorteil- 
haften Ausgestaltung der erfindungsgemafien Vorrichtung der 
Saule nachgeschaltet eine Meflvorrichtuhg zum Bestimmen der Ver- 
diinnung der Meflprobe mit dem Saulenpuffer angeordnet. Eine der- 
artige Mefivorrichtung kdnnte beispielsweise Mittel zur Volumen- 
bestimmung von Fliissigkeiten uinfassen. Da in der Regel das Vo- 
lumen der Mefiprobe bekannt ist, reicht es, das Volumen des hin- 
zukommenden Saulenpuf f ers zu bestimmen oder das Gesamtvolumen 
aus MeBprobe und Saulenpuffer. 

Je nach Art der Meflprobe und des verwendeten Saulenpuf f ers kann 
es vorteilhaft sein auch eine Mischvorrichtung zum Herstellen 
einer homogenen Mischung der behandelten. Meflprobe mit dem Sau- 
lenpuffer vorzusehen. 

Oftmals ist es auch erf order lich , der MeBprobe, gegebenenf alls 
dem Saulenpuffer und dem Substrat in dem Versuchsgef aJ3 iiber die 
Ventil/Pumpen-Anordnung zusatzlich einen, Me3puffer beizu- 
mischen, um definierte Versuchsbedingungen herzustellen - In 
diesem Zusammenhang erweisen sich auch Mittel zum Temperieren 
des Versuchsgef afles als vorteilhaft. 

Wie bereits im Zusammenhang mit dem erf indungsgemaflen Verfahren 
angedeutet, ist es vorteilhaft, wenn der Detektor zum Erfassen 
des Anstiegs der Konzentration eines Spaltprodukts des Sub- 
strats ein Fluorometer umfa/3t. 

In der Diagnostik ist es oftmals erf order lich , Vergleichsmes- 
sungen zwischen den Enzymakt ivitaten. von unbehandeltem Serui?. 
und behanceltem Serum durchzuf iihren . Dazu is^ es vorteilhaft, 
wenn zv/ischen der Zuf iihreinrichtung urid der Saule der erf in- 
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dungsgemaflen Vorrichtung mindestens ein umstellbares V.entil an- 
geordnet ist, uber das die Meflprobe alternativ iiber die Saule 
Oder direkt, ohne Durchlaufen der Saule in das Versuchsgef aB 
leitbar ist. Auf diese Weise konnen sowohl Messungen an. Meflpro- 
ben durchgefiihrt werden, denen die entsprechenden Enzym-Inhibi- 
toren enizogen worden sind, als auch Messungen an unbehandelten 
Mefiprobe.n. 

In einer vorteilhaf ten Weiterbildung der erf indungsgemaBen Vor- 
richtung ist zusatzlich mindestens ein Ventil vorgesehen, liber 
das zumindest der Saule und der Vent il/Pumpen-Anordnung ein 
Spulpuffer zum Reinigen zufiihrbar ist. In vorteilhaf ter Weise 
karin so die gesamte Apparatur gereinigt werden. 

Schliefl'lich sei noch darauf hingewiesen, daB die erf indungsge- 
maBe Vorrichtung in Verbindung mit einer Rechnereinheit automa- 
tisch betrieben werden kann, indem die Rechnereinheit sowohl 
das Zufuhren der MeBproben und gegebenenf alls des Saulenpuf fers 
steuert, als auch die Bestimmung der Verdunnung der MeBprobe 
und gegebenenfalls das Mischen und das Befiillen der Versuchsge- 
fafle koordiniert. AuBerdem kann die. Rechnereinheit auch zum Er- 
fassen und Auswerten des Anstiegs der Konzentration eines 
Spaltprodukts des Substrats pro Zeiteinhei* verwendet werden. 

Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre der vorliegen- 
den Erfindung in vorteilhaf ter Weise auszugestalten und weiterzu- 
bilden. Dazu ist einerseits auf die den Pareniansprucnen 1, 7 und 
23 riachgeordneten Anspruche, andererseirs auf die nachf olgenden 
ErlfiuzSrur.g von Ausf iihrungsbeispielen der Erfindung anhand der 
Abbilaungen zu verweiser. . In Verbindung ir.i- den Erlauteruncen der 
Au s z J Sr. runcsbe i so i e 1 e der Erfindung werden auch im aligemeinen be- 
vorzuc-e Ausgestaitunger. und Weirerbilduncen der Lehre erlautert. 



■i 
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Abb. I zeigt in . schematischer ' Darstellung den sequen- 
tiellen Aufbau einer erf indungsgemSBen Vorrichtung . 

Die in der Abbildung 1 dargestellte" Vorrichzung ermoglicht 
die vollaut.omatische und serielle Bestinunung der Enzymaktivita- 
ten von verschiedenen in flussiger Form vorliegenden Mefiproben . 
Dabei karin es sich um Korperf lussigkeiten aller Art oder auch 
um homogenisiertes Gewebe handeln. 

Die Vorrichtung umfaflt erf indungsgemafl zur 3ehandlung einer 
MeBprobe eine Saule 1 mit einem chromatographischen Tragerma- 
terial, wobei das Tragermaterial mit einer Substanz versetzt 
ist, welche in der zu untersuchenden Meflprobe vorliegende, mit 
mindestens einem Enzym kprrespondierende Enzym- Inhibitoren bin- 
det . 

Soli beispielsweise die Aktivitat des Enzyms Cathepsin H in ei- 
ner MeBprobe ermittelt werden, so konnte als chromato- 
graphisches Tragermaterial der Saule 1 Sepharose-Gel verwendet 
werden, welches mit der Substanz Papain prapariert ist. Papain 
bindet die mit Cathepsin H korrespondierenden Enzym-Inhibito- 
ren. 

Dem oberen Ende der Saule 1 ist eine Zuf uhreinrichtung 2 zuge- 
ordnet. In dem hier dargestellten Ausf iihrungsbeispiel handelt 
es sich um einen Entnahmearm 2, der alternativ auf einen Me/3- 
probenspeicher 3 und ein Reservoir 4 ■ f ur einen Saulenpuffer zu 
greifen kann. 

Saule 1 bzw. dem unteren Ende der Saule 1 nachgeschalrer 
eine Ventil/Pumpen-Anordnung, rair der im dargestellten Aus 
ungsbeispiel mehrere Ver suchsgef aSe 5 mir einem Substrat 
zumindest einem Teil der Meflprobe befullbar sind. 
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Zum Erfassen der Aktivitat von Cathepsin H in einer MeBprobe 
kann als Substrat H-Arg-AMC verwendet werden. Durch Einwirken 
des Enzyms Cathepsin H wird das Substrat H-Arg-AMC in die 
Spaltprodukte H-Arg und AMC auf gespalten . Da die Enzymaktivitat 
immer proportional zur Konzentration der Spaltprodukte ist, 
laflt sich iuit dem . Anstieg der Konzentration zumindest eines 
Spaltprodukts des Substrats pro Zeiteinheit wahrend einer Inku- 
bationszeit die Enzymaktivitat erfassen. Im Falle des Cathepsin 
H wird der Anstieg der Konzentration von AMC erfafit. Dazu wird 
im Rahmen des hier erorterten Ausf iihrungsbelspiels ein Detektor 
mit einem Fluorometer verwendet, der in der einzigen Figur 
nicht naher dargestellt ist. 

Im folgenden werden nun die einzelnen Komponenten der in der 
einzigen Figur dargestellten Vorrichtung naher erlautert. 

Wie bereits erwahnt sind verschiedene MeJ3proben in dem Mefipro- 
benspeicher 3/ der beispielsweise durch ein Probenroridell ge- 
bildet sein kann, angeordnet. Mit Hilfe des Entnahmearms 2 kon- 
nen die Mefiproben nun vollautomatisch entnommen werden und uber 
ein Ventil 6 der Saule 1 zugeleitet werden- Das chromatogra- 
phische Tragermaterial der Saule 1 ist so prapariert, dafi in 
der Saule I ein UberschuB an einer Substanz, in der Regel einem 
oder mehreren Enzymen, herrscht, die die gewiinschten Enzym-In- 
hibitoren der Mefiproben an sich binden konnen. Der OberschuB an 
dieser Substanz ist in der Regel so gro/3, da/3 die Saule 1 mehr- 
fach verwendbar ist, d.h. fur den Durchlauf einer grofleren An- 
zahl von MeBproben geeignet ist. Aufierdem ist die Saule 1 aus- 
tauschbar, so daB sie, nach dem die Substanz in der Saule I 
verbraucht ist, durch eine neue Saule ersezzt werden kann. Die 
Dimensioiiierung und kons- ruktive Ausgestalrung der Saule 1 
hangt einerseits von der gewiinschren Kapazitat der. Saule 1 ab 
und andererseits von dem apparativen Umfelc, in dem die Saule 1 
angeordnet werden soil. Die Saule 1 kann also beispielsweise 
mit einem croflen Querschnitt und entsprechend kiirzer oder auch 
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mit einem kleinen Querschnitt und demtentsprechend langer aus- 
gebildet sein. 

Zur Uberpriifung der Funkrionsf ahigkeit der Saule 1 sollten in 
regelmaBigen Abstanden Kontrollmessungen an MeBproben mit be- 
kannter Enzymaktivitat durchgefiihrt werden . Auf diese Weise 
kann einfach festgestellt werden., ob die Enzym-Inhibitoren bin- 
dende Substanz der Saule 1 verbraucht ist. 

Um nun zu gewahrleisten , daB sich die einzeinen MeBproben nicht 
miteinander vermischen-, kann der Saule 1 al- ernativ zu einer 
MeBprobe uber den Entnahmearm 2 und das Venzil 6 auch ein Sau- 
lenpuffer aus dem Reservoir 4. zugefiihrt werden. Dies erf olgt ' 
immer im AnschluB an das Zufiihren einer Meflprobe mit Hilf e ei- 
ner der Saule 1 nachgeschalteten Pumpe 7. 

Dieser Pumpe 7 und also der Saule 1 nachgeschaltet ist eine 
Kontrollvorrichtung. 8 in. Form eines Photometers, mit der die 
Reinheit des aus der Saule 1 bzw. der Pumpe 7 austretenden Sau- 
lenpuffers iiberpriift werden kann. Dadurch wird ' gewahrleistet , 
daB in der Saule ausschlieBlich Saulenpuffer vorliegt, bevor 
der Saule 1 eine weitere MeBprobe zugefiiht wird. 

Durch das Nachspiilen der Saule 1 mit Saulenpuffer wird die MeB- 
probe, die die Saule 1 ber.eits durchlaufen hat, verdunnt. Der 
Verdiinnungsgrad wird nun in einer der Saule 1 ebenfalls nachge- 
schalteten MeBvorrichtung 9 im Rahmen einer Volumenmessurig be- 
stimmt. Dabei ist das Volumen der MeBprobe bekannt. Erfaflt wird 
lediglich das Volumen des zum Spiilen verwendeten Saulenpuf f ers . 
Aus dem Gesamtvolumen von MeBprobe und Saulenpuffer kann nun 
der Verdiinnungsgrad berechnet werden. 

9 nachgeschaltet is* eine Mischvorrichtung 
die Mischung aus Meflprobe und Saulenpuffer 



Der MeBvorrichtung 
10, mit Hilfe derer 
homogenisiert wird . 
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Die dabei entstehende homogene Mischung wird einem Ventil 11 
zugefiihrt, iiber das sowohl diese Mischung als auch das Siibstrat 
aus einem Substratbehalter 12 und ein Meflpuffer aus einem ent- 
sprechenden Meflpuf f erbehalter 1 3 den Versuchsgefaflen 5 zugelei- 
tet werden konnen. Der Meflpuffer 13 dient dabei zur Hersteliung 
definierter Versuchsbedingungen . Alternativ oder zusatzlich 
konnen der Mischung auch weitere Losungen, beispielsweise eine 
Titerlosung in Form einer speziellen Inhibi torlosung zur Kon- 
zentrationsbestimmung, zugesetzt werden. Hierfiir mufl die Vor- 
richtung dann zusatzlich entsprechende Behalter umfassen. Dem 
Ventil 11 sind in dem hier dargestellten Ausf uhrungsbeispiei 
noch eine Pumpe 14 und' ein weiteres Ventil 15 nachgeschaltet, 
die der Weiterleitung des nunmehr vorliegenden Gemischs aus 
Meflprobe, Sau.len.puf f er Substrat und Meflpuffer dienen. 

Die gesamte hier beschriebene Vorrichtung laflt sich temperie- 
ren. In der Regel erfolgt die Behandlung der Meflprobe zum Ent- 
ziehen der Enzym-Inhibitoren bei einer Temperatur von ca. 4 °C. 
Insbesondere sind Mittel zur Temperierung der Versuchsgef afle 5 
vorgesehen, die in der einzigen Figur allerdings nicht darge- 
stellt sind. Die Versuchgef afle sollten zumindest wahrend der 
Inkubationszeit temperierbar sein. Standardgemafl arbeitet man 
bei Temperaturen von ca. 37 °C. Im Rahmen spezieller Versiichs- 
bedinungen konnte aber auch eine flexible Temperierung sinnvoll 
sein. Die Inkubationszeit, d.h. die Einwirkzeit der Meflprobe 
auf die Substrate, hangt von den unterschiedlichen Enzymen und 
Stibsrraten ab und liegt in der Regel zwischen 5 und 15 Minuten. 

An dieser Stelle sei angemerkt, dafl es mit der erf indungsgeir.a- 
fien Vorrichtung mdglich ist, einerseits redundance Messungen 
durchzu f uhren , indem in mehreren Versuchsgefaflen die Ak"civi~a* 
ein und cesselben Enzyms einer Meflprobe. besrimmr wird. Anderer- 
seits ist es bei entsprechender Preparation der Saule 1 auch 
moglich, die Aktivitaten unrerschiedlicher Enzyme einer Mefl- 
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probe zu bestimmen, indem unterschiedliche Substrate verwendet 
werden, man die behandelte MeBprobe also auf unterschiedliche 
Substrate einwirken laBt . Denkbar ware schliefllich auch noch 
die Best immung der Aktivitaten eines Enzyms auf unterschied- 
lichen Substraten. 

Mit der in der Abbildung 1 dargestellten. Vorrichtung konnen 
auch Vergleichsmessungen durchgef iihrt werder. , indem MeBproben 
durch die Saule 1 in die Versuchsgef afie 5 geieitet werden kon- 
nen oder iiber das Ventil 6, das Ventil 11, die Pumpe 14 und das 
Ventil 15 direkt in die Versuchgsgef aBe 5 geieitet werden kon- 
nen. Parallel zu den Messungen an MeBproben, die die Saule 1 
durchlaufen haben, konnen also auch Messungen der Enzymaktivi- 
tat an MeBproben vorgenommen werden, die die Saule 1 nicht, 
durchlaufen haben. Damit sind sogenannte Vorher-/Nachher-Ver- 
gleichsmessungen moglich, namlich Messungen bei Gegenwart von 
Enzym-Inhibitoren in der Mefiproben und Messungen an von Enzym- 
Inhibitoren bereinigten MeBproben. 

Die in der Abbildung. 1 dargestellte Vorrichtung umfaBt 
schlieBlich noch ein Ventil 16 iiber das der gesamten Apparatur 
ein Spiiipuffer 17 zum Reinigen der Apparatur zufiihrbar ist. 

Mit Hilfe einer Rechnereinheit 18 lassen sich die einzelnen 
Komponenten der erf indungsgemaflen Vorrichtung ansteuern, so 
■2.B.. die Zuf iihreinrichtung , so daB der Saule i automatisch MeB- 
proben und Saulenpuffer zugef iihrt werden konnen. Auch. die Aus- 
wertung der MeBergebnisse kann mit Hilfe der Rechnereinheit 18 
erfolgen. 

Insgesamt laBt sich mit Hilfe des erf induncsgemaBen Verfahrens 
und der erf indungsgemaBen Vorrichtung eine ra-ionelle, zumin- 
dest weitgehend automatische MeBmethode zur Bestimmunc der En- 
zymaktivitaten von in fliissiger Form vorliecenden MeBproben re- 
alisieren. * 
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In Weiterbildung wird ein Verfahren, bzw. eir.e Vorrichtung zur 
Be st immune der Aktivitat von Enzymen und/ocer zur Bestimmung 
der Konzenrration von Inhibitoren in Flussiqkeiten vorgeschla- 
gen. 

Diese Methode kann also additiv oder alternativ zur eingangs 
genannten Anwendung finden^ 

In der klinisch-chemischen und mikrobiologischen Diagnostik 
sowie in der biochemischen Forschung hat die Bestimmung von 
Enzymak-ivitaten einen wichtigen Stellenwert. Zur Durchfuhrung 
soicher Bestimmungen ist bereits eine grofte Zahl von Verfahren 
bekannt ur.d zur rout inemafri gen Anwendung gelar.cz . 

. Dennoch war es bisher unmOglich, die Aktivi.tater. verschiedener 
Enzyme schnell und kostengunstig zu messen, da viele von ihnen 
im- Serum, in anderen KOrperf lUssigkeiten Oder in ihren Ur- 
sprungszellen zum Schutz ihrer Umgebung teiiweise Oder voll- 
standig inhibiert vorliegen, d.h. sie sind dort, wo sie Scha- 
den anrichten konnen, zum iiberwiegenden Teil inaktiv. 
Kommt es nun zu einer pathologischen Veranderung der Umgebung 
.Oder der Ursprungszellen selbst, kann sich das Verhaltnis zu- 
gunsten der nicht inhibierten, aktiven Form andern, wobei be- 
sonders im Serum ein dadurch entstehender Er.zymuberschuft mog- 
lichst umgehend durch Inhibitoren reversibel biockiert wird. 
Daher ist es mit bisher zur Anwendung gelang-cen Methoden nur 
bei a.uBergewbhnlich hohen Enzymkonzentrationen moglich, bei- 
spielsweise im Serum die freie Aktivitat der nicht inhibierten 
Enzyme zu messen. 

% Zur f ruhzeitigen Diagnose von Er.krankungen kann es jedoch not- 
wendig sein, einen Anstieg der absoluten Hr.zymaktivitat pro 
Volumeneinheit Oder das Verhaltnis der Vciunenakti vita ten der 
inhibierten zur freien Enzyrr.f raktidn mogi i chs z schnell una si- 
ch er zu messen, as die mit herkommiicher. Mezhoden melibarer. 
Spitzer.aktivitaten der freien Enzymf rakticr. eft erst in fort- 
geschri ttenem Krankheitsverlauf auftreten. 

Auch in der Forschung kann die Kenntnis ces aktiven Anteils 
eines Er.zyns am Gesamtpooi ven Bedeutung iseir. . 
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Mittels immunologischer Methoden (ELISA) kann zwar die Konzen- 
tration auch des inhibierte Anteils einer Enzymklasse bestinimt 
werden, jedoch ist ein bedeutender Nachteil der immunologi- 
scher* Methoden die UnmOglichkeit der Unterscheidung zwischen 
f reiem, also aktivem, und inhibiertem Enzyih, da ein 4 solches 
Verfahren die Summe beider Gruppen sowie auch teilweise Oder 
vqllstandig f unktionsuntttchtige Enzyme erfaBt. Eine Messung 
von Aktivitaten ist ausgeschlossen . 

Mittels bekannter Assays zur Messung von Enzymaktivitaten kGn- 
nen. die beiden Zustandsf ormen der Enzyme ebenfalls nicht dif- 
ferenziert werden, da hierbei ljedigltch die freie Form' genie s- 
sen werden kann. 

Wie kann nun zusatzlich zur freien Aktivitat eines Enzyms, das 
in inhibiertem und freiem Zustand vorliegen kann, die Ge- 
samtaktivitat gemessen werden? 
Die LOsung ist einfach und kostengtlnstig: 

Der Probe, beispielsweise humanem Serum, werden auf chromato- 
graphischem Wege spezifische Inhibitoren, die das gewtinschte 
Enzym in seiner Aktivitat heinmen, entzogen. Anschliefiend kann 
eine normale Aktivitatsmessung durchgefuhrt werden. 
Wird zusatzlich die Aktivitat des Enzyms in der unbehandelten 
Probe gemessen, kann der Anteil des freien bzw. inhibierten 
Enzyms an der Gesamtf raktion dieses Enzyms in der Probe be- 
st immt werden. 

Das folgende Beispiel soil der Veranschaulichung des Verfah- 
rens dienen: 

An ein Sepharose-Gel als Tragersubstanz wire die Cystein- 
Proteinase Papain gekoppelr. Das so praparierre Gel wird in 
eine Chromatographiesaule gepackt. Einer in dieser Saule inku- 
bierten Probe, z.3. Gewebehomogenat aus einem Lungentumor, 
werden alle Inhibitoren entzogen, die eine hohere Affinitat zu 
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Papain als zu ihren ursprUnglichen Enzymen aufweisen. Diese 
Enzyme konnen unter ancierem ciie Cathepsine 3 , H und L sein, 
wobei Cathepsin H normalerweise nahezu vollsrandig inhibiert 
vorliect und seine Enzymaktivitat erst nach "Er.zzug der Inhibi- 
toren (Stefin A r Kininogen und andere) mefibar wird. 
Die Messunc der Aktivitaten erfolgt nach der. bekannten Assays 
auf f lourcmetrischem Wege unter Verwendung enzymspezif ischer 
Substrate und Inhibitoren. 

Dieses Verfahren, das je nach Verwendungszweck mit den unter- 
schiedlichsten Chromatqgraphiematerialien, Enzymen und Inhibi- 
toren curcr.f Uhrbar ist,- kahn vollstandig aurcmatisiert werden 
und ist damit fur den Routineeinsatz im Labcr geeignet (siehe 
hierzu Abbildung 1) . 

So kanr. eine grofie Anzahl an Proben auf einem Probenrondell 
Oder in einem anderen geeigneten Mefiprobenspeicher (3) gela- 
gert werden, wovon jeweils ein definiertes Volumen der zu mes- 
senden Probe durch eine Entnahmevorrichtung (2) mittels einer 
nachgeschaiteten Pumpe (7) in eine geeignete Chromatographie- 
saule (1) geftihrt wird. 

Nach einer vorgeschriebenen Inkubationszeit wird die von den 
gewunschten Inhibitoren gereinigte Probe durch eine auf die 
gleiche Weise eingefuhrte definierte Puf f erlosung aus einem 
Saulenpuffer reservoir (4) vollstandig aus der saule gespillt 
und gleichzeitig verdunnt. 

Eine ar.schliefiende Reinheitsmessung (8), beispielsweise auf 
photomerrischem Wege Oder durch Messung der Leitf ahigkeit , 
schliefii Probenruckstande in der Saule aus und verhindert 
gleichzeitig einen unnotig hohen Puf f erverbrauch. 
Mittels einer weiteren Mefieinrichtung (9) kanr. das aus der 
Saule cespuite Gesamt volumen bestimmt werden. 

Um eine homogene Mischung des Probe-Puff ergemischs nach dem 
Aussculen aus der saule zu erreichen, ist dieser eine Misch- 
vorrichtunr (10) nachgeschaltet . 

Mittei einer weiteren Pumpe kar.n liber ein Ver.~il, das wie alie 
anderen Funkrionseinheiten des Gerats zentral von einem Rech- 
ner (15; angesteuert wird, in der vorgeschriebenen Reihenfolge 
Meftp-ffer , Substrat, eventuell Inhibitoren unc die in einem 
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bekannten Verhaitnis durch die . anf angs verwendete Puf f erlosung 
verdiinnne Probe in.eine f lourometrische Mefceinheit (5) gelei- 
tet werden. i, 

Der Rechner kann nun aus den Mefidaten auf einfache Weise die 
in der Originalprobe vorliegende Aktivitat des cewunschten En- 
zyms pro Volumeneinheit Oder, bei Kenntnis der Proteinkonzen- 
tration in diesem Volumen, die Aktivitat pro Masseeinheit er- 
rechnen . 

Zum Vergleich der solchermafien gemessenen Er.zymaktivitat mit 
der Aktivitat in der unbehandelten Probe kann diese unter Um- 
gehung der Chromatographiesaule auch direkt zur Messung ge- 
brachr werden. 

Nach oder. bereits wahrend dem Meftvorgang kann rr.it der automa- 
tisch gesteuerten SpUlung der Vorrichtung begcnnen werden, um 
RUcksrande der Probe vollstandig zu entfernen. 

Weitere Erlauterungen zu Abbildung 1 finden sich in der Sramm- 
anmeldung . 

Um spezielle Aufgaben mit der beschriebenen Vorrichtung opti- 
mal losen zu konnen, kann die Anordnung einiger Einheiten, 
insbesondere derVentile, von der in Abbildung 1 gezeigten ai>- 
weichen. 

Vorteilhaft ist es, wenn zur Steigerung der Effizienz der Vor- 
richtung mehrere saulen parallel oder in Reihe geschaltet 
sind. Auch mehrere parallele f lourometrische Messungen der Ak- 
tivitaten unterschiedlicher Enzyme aus derselben Probe tragen 
zu einer heheren Leistungsstarke der Vorrichtung bei. 

&nstatt f lourometrischer Messung der Aktivitaten spezif ischer 
Enzyme kann auch, je nach Bedarf uhd verwencerem Meft-Assay, 
ein anderes Melisystem, z.B. ein photometrisches, verwendet 
werden. 

Als Eesoncerheit konnen unterschiedlich" praparierte, selbst- 
verstandlich mehrfach verwendbare Saulen verwendet werden, sc 
beispielsweise mit unterschiedlichen Enzymen oder grofitech- 
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nisch hergestellten Enzymf ragmenten sowie auch nit Inhibitoren 
bestuckre Chromatographie-Materiaiien . 



Dank dieser zahlreichen MOglichkeiten konner. neben Enzymen 



Wirci eine- mit .Enzymen praparierte saule verwendet, kOnnen die 
den Proben entzogenen Inhibitoren nach dem Erreichen der Kapa- 
zitat der saule durch ein einfaches chemisches Verfahren von 
den Enzymen getrennt und der weiteren Verwendung zugefiihrt 
werden. Auf diese Weise konnten auch bislang unbekannte Inhi- 
bitoren angereichert und klassif iziert werden. 

Wird dagegen eine mit Inhibitoren praparierte saule verwehdet, 
kdnnen der Probe seiektiv Enzyme entzogen und klassif iziert 
werden, die bei diesem Vorgehen anstelle der oben beschriebe- 
nen Enzyme (z.B. Cathepsin H) aus der saule gepulten Inhibito- 
ren (z.3. Kininogen) werden in spezifischen Assays auf ihre in 
der jeweiligen Probe vorliegende Konzentraticn und Inhibitor- 
aktivit~t hin untersucht. 

Die Abbildungen erlautern die Weiterbildung. 

Die Effizienz der oben beschriebenen Papains&ule (Sepharose- 
Gel als chroiriatographisches Tragermaterial, Papain als daran 
gekoppeltes Enzym) wird im Zusammenhang mit der Untersuchung 
der Proteiriasen Cathepsin B, H und L durch die folgenden Mes- 
sungen beispielhaf t belegt : 

l.Gemessen wurden die Aktivitaten (pU/mg Protein), der Cathep- 
sine 3, H und L in Lungengewebehomogenaten vcn Tumorpatien- 

„ ten vcr und nach einem Entzug der korrespcr.dierenden Inhibi- 
toren durch ein mit Papain prapariertes Sepharose-Gei . Die 
Inkubationszeit der Proben in der saule wurden auf 15 Minu- 
ter, festgelegt. 

Abciiciung 2 zeig: , daft die Aktivitat sowohl unbefalienen 
als auch im tumorbef alienen Lungengewebe nach einem Entzug 
der Inhibitoren auf den Sauien im Median wesentlich hdher 
ais in der unbehandelten Probe liegt. i 



auch, je nach Saule, Inhibitoren gereinigt werden. 
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In dieser Graf ik wurde fur den Vorher-/Nachher-Vergleich je- 
weils dasselbe Probenkollektiv verwendet . Der Anstieg der 
Aktivitaten ist nur durch einen Entzug der Inhibitoren zu 
erklaren und literaturkonf orm. 

2. Abbildung 3 zeigt, daft vor einem Entzug der Inhibitoren auf 
der Papainsaule die Proteinmenge (mg/ml) in Median wesent- 
iich hoher liegt als nach einem Entzug, was nur durch einen 
tatsachlich stattf indenden Entzug der Inhibitoren zu erkla- 
ren is". 

3. Als Beispiel fttr den zeitlichen Verlauf der Inhibitorabgabe 
an das auf die Saule gebundene Papain wurde ein Probenpaar , 
zufallig ausgewahlt und die Aktivitaten nach jeweils unter- 
schiediich langen Inkubationszeiten auf der Papainsaule be- 
stimmt. 

Aus Abbildung 4 ist ersichtlich, da ^ die Akrivitat von Ca- 
thepsin B vom Zeitpunkt 0 an rapide steigt, irn nach etwa 15 
Minuten in ein Plateau tlberzugehen. Der Zeitpunkt 0 ist 
identisch mit der Messung vor einem Inhibitcrentzug . 

Auch Abbildungen 5 und 6 zeigen einen starken Anstieg der 
Aktivitaten nach kurzer Inkubationszeit . Die in Abbildung 6 
genannte Restaktivitat aus der Aktivitatsmessung von Cathep- 
sin L is: die Aktivitat • eines noch nicht naher klassif izier- 
ten Enzyms . 

4 . Abbildung 7 stellt den Verlauf der Abnahme des Proteinge- 
halts der unter 3./ beschriebenen Probe dar. Schon nach kur- 
zer Zeit hat die Proteinmenoe ihr Minimum erreicht und geht 
in zeizlichen Verlauf in ein Plateau uber; d.h. die Inhibi- 
toren werden dank des Oberschusses an Papain in der saule 
schnell und sicher gebunden. 

5. Aus cer in Abbildung 8 gezeigten Oberieber.skurve (Kaplan- 
Meier-Kurve) ist ersichtlich, daft die jenicer. Patienten, de- 
ren Carhepsin H-Aktivitaz im Tumorgewebe uber einem Schwei- 
lenwer: von 533uEU/mg liegt, eine weser.tlich ungunstigere 
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Prognose beztiglich der Oberlebenszeit haber. als diejenigen, 
deren Wert unter diesem Schwellenwert liegt. Die Werte filr 
diese wie auch die oben genannten Abbildungen stammen aus 
Originalmessungen, die mittels einer Papainsaule durchge- 
flihrt wurden . 

Aus den ocen genannten Ausf lihrungen ist -beispielsweise- zu 
folgern: 

• In vieier. KSrperf ltissigkeiten, z.B. Serum, Urin Oder Liquor, 
wie auch in Gewebehomogenaten, Bakteriensuspensionen und an- 
deren Flussigkeiten liegen in ihrer Aktivits- durch spezifi- 
sche Inhibitoren blockierte Enzyme vor . Die Aktivitat dieser 
Enzyme kcnnte bisher nicht oder nur bei einem Vorliegen von 
Spitzenwerten gemessen werden. 

• Immunolocische Verfahren wie beispielsweise das relativ teu- 
re ELISA-Prinzip konnen nur Gesamtkonzentrationen, nicht je- 
doch Aktivitaten von intakten und somit f unktionsttlchtigen 
Enzymen bestimmen. 

• Durch die Verwendung einer enrsprechend pr£parierten . chroma - 
tographi'schen saule ist es moglich geworden, der Probe spe- 
zifische Inhibitoren . zu entziehen und somit Gesamt- und Tei- 
laktivitaten eines oder mehrerer Enzyme zu messen. . 

• Ein Nebeneffekt dieser Methode ist die Reinigung und Anrei- 
cherung spezifischer Inhibitoren auf der Saule. Diese konnen 
anschlieibend zu Klassif izierungszwecken von dem chromatogra- 
phis ch'er. Material getrennt werden. 

• Ebenso ist es mOglich, statt Enzyme oder grcis technisch her- 
gesrell re Enzymf ragmenie Inhibitoren, die inzwischen eben- 
f ails grcfttechnisch hergestellr werden kcr.ner., an das Tr£- 
germa-erial zu binden und somit unbekannte Enzyme zu klassi- 
fizierer. sowie die jeweils in der Probe vcrhandene Inhibi- 
torkonzer.tration und Inhibitoraktivitat ; zu beszimmen. 
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• Dank einer Automatisierung kann die oben beschriebene oder 
eine den BedUrfnissen entsprechende, modlf izierte Vorrich- 
tung im taglichen Routinebetrieb des klinisch-chemischen La- 
bors, in der mikrobiologischen Diagnostik oder auch in der 
biochemischen Forschung eingesetzt werden. 

• Dank der Mehrf achverwendbarkeit der Chrcmatographiesaulen 
und ihren niedrigen Herstellungskosten ist es moglich, in 
kurzer Zeit eine grofie Anzahl von Proben sehr kostengiinstig 
zu untersuchen. 

• Durch die EinfUhrung "einer entsprechenden Vcrrichtung wird 
ein bisher mangels geeigneter Technik unbearbeitetes Aufga- 
ben- ur.d Forschungsgebiet erschlossen. 

• Dank des beschriebenen Verfahren und der Vorrichtung ist es 
moglich, eine Prognose liber den Krankheitsverlauf und die 
Oberlebenszeit der Patienten zu erstellen und die Patienten 
somit einer ihren speziellen BedUrfnissen angepaftte Therapie 
zuzuftihren. Es wird Aufgabe der Forschung sein, mittels des 
Verfahrens und der Vorrichtung neue, aussagef ahige Tumor- 
marker und Verlauf sparameter herauszuarbeiten. 

• Auch ftir die Bakteriologie und Mikrobiologie kann das Ver- 
fahren und die Vorrichtung von Bedeutung sein, da die bio- 
chemische Klassif ikation von beispielsweise Bakterien von 
betrachtlicher Bedeutung fur die Diagnostik ist. 

Da die cben beschriebene Vorrichtung nur in gewissem Umf ang 
transportabel ist und sich zur Durchf uhrung eines preisgUnsti- 
gen Schnelitests aufterhalb des Labors wenig eignet, ist, auf- 
bauend auf dem oben beschriebenen und in Abbiidung 1 gezeigten 
Verfahren, die nachfolgend beschriebene Vorri chtung zur Durch- 
f Uhrung eines Schnelitests von Vorteil. 



WO 97/00969 

21 

Abbildung 9 erlautert die Weiterbildung . 
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In einer speziellen Spritze; (1), die schema.risch in den Zu- 
standsf onr.en A, B und C dargestellt ist, befindet sich im unte- 
ren Teil zwischen zwei Mikrofiltern (3 sowie 3estandteil von 
5), ein chromatographisches Material (4), an das analog zum 
oben beschrie.benen Verfahren Enzyme, Inhibitoren Oder groJi- 
technisch hergestellte Fragmente gekoppelt sind. 

Im Zustand vor dem Gebrauch (A) befindet sich im selben Raum 
wie das chromatographische Material sowie uber diesem, jedoch 
unterhaib des Spritzenstempels (2) im f liissigkeitsgef ullten 
Raum (6) eine den Erf ordernissen entsprechende Flussigkeit, 
beispielsweise eine Splilpuf f erldsung. 

Urn den Reaktionszustand (B) zu erreichen, wird eine Probe, 
beispielsweise Blut, Serum, Urin, Liquor oder eine andere 
FlUssigkeit, durch einen mittels des Spritzenstempels (2) her- 
gestellren Unterdruck durch die SpritzenOf f nung (5), die mit 
einem Mikrofilter versehen ist, in den Raum, in dem sich das 
chromatographische Material befindet, eingezogen. Daran 
schlieBr sich eventuell eine definierte Inkubationszeit an. Im 
Reaktionszustand werden der Probe je nach chromatographischem 
Material die Inhibitoren, z.B. Kininogene bei Verwendung eines 
mit Papain bestUckten Sepharose-Gels, oder die Enzyme entzo- 
gen. 

Danach wird die so behandelte Probe mittels Druck auf den 
Spritzenstempel mitsamt der sich in Zustand A Uber dem Filter 
t3) und gleichzeitig unter dem Spritzenstempel (2) befindenden 
Flussigkei* aus der Spritze durch die Sprit zenoff nun g (5) hin- 
durch in ein Reaktionsbehaltnis (7) verbracht (C) . 

In dem Reaktionsbehaltnis kann sich ein spezifisches Substrat 
befinder., cas beispielsweise durch solcherma^en von ihren In- 
hibitoren befreite Enzyme spezifisch gespalrer. wird una auf 
diese Weise, ahnlich einem Indikatcr, die Faroe verandert. 
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Nach einer definierten Zeit kann, beispielsweise anhand der 
Farbverar.derung im Reaktionsbehaltnis , das Ergebnis des 
Schnell tests abgelesen werden. 1 

Dank dieses Verfahrens ist es mOglich, auch ohne ein aufwendi- 
ges Laborgerat, welchem die in Abbildung 1 beschriebene Vor- 
richtung zugrundeliegt , eine entsprechende Diagnostik und Pro- 
gnostic wenn auch nicht mit den MOglichkeiten und der Prazi- 
sion, die ein solches Laborgerat bietet, durchzuf Uhren. Zur 
Anwendur.c gelangen kbnnte ein solcher Schnelltest beispiels- 
weise in der praklinischen wie auch kliniscnen Notf alldiagno- 
stik sowie in der allgemeinarztlichen Praxis. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat von Enzymen- in 
Flussigkeiten, bei dem einer Meftprobe die mit mindestens einem 
Enzym korrespondierenden Enzym-Inhibitoren enzzogen werden und 
bei dem die so behandelte Meftprobe mit einem Substrat versetzt 
wird, wobei das Substrat durch das Einwirken des Enzyms in 
Spaltprocukte aufgespalten wird und der Anstieg der Konzentra- 
tion zumindest eines Spaltprodukts des Substrats pro Zeitein- 
heit wahrend einer Inkubationszeit erfaftt wird, 

dadurch gekennzeichnet, daft die Enzym- 
Inhibitoren der Meftprobe auf chromatographischem Wege entzogen 
werden* 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Meftprobe durch eine saule (1) mit einem chroma tographi- 
schen Tragermaterial geleitet wird, wobei das Tragermaterial 
mit einer die Enzym-Inhibitoren bindenden Substanz versetzt 
ist. 

3. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 Oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft die behandelte Meftprobe mit einem geeigneten 
Saulenpuffer verdttnnt wird, 

4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft die behandelte Meftprobe zur Herstellung de- 
finierter Versuchsbedingungen mit einem geeigneten Meftpuffer 
versetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 4, dadurch . ge- 
kennzeichnet , daft das Substrat zumindest wahrend der Inkubati- 
onszeit tempereiert wird. 

6. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft der Anstieg der Konzentration eines der 
Spai tprodukze des Substrats f lourometrisqh besrimmt wird. 
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7. Vcrri rhtung zur Bestimmung der Aktivitat von Enzymen in 
FlUssigkeiren, insbesondere mit einem Verfahren nach einem der 
AnsprUche 1 bis 6, 23 bis 27, 

dadurch g e kenn z e i chne t, daft zur Behand- 
iung einer Meftprobe eine saule (1) mit einem chroma tographi- 
schen Tragermaterial vorgesehen ist, wobei das Tragermaterial 
mit einer Substanz versetzt ist, welche in der Meftprobe vor- 
liegende, nit mindestens einem Enzym korrespondierende Enzym- 
Inhibitorer. bindet, dali dem Ende der Saule (1) nachgeschaltet 
eine Ven-il-/Pumpen-Anordnung (7, 11, 14, 15} angeordnet ist, 
mit der mindestens ein Versuchsgef aft (5) mit einem Substrat 
und zumindest einem Teil der Meftprobe befullbar ist, und daft 
ein Detektor zum Erfassen des Anstiegs der Konzentration zu- 
mindest eir.es Spaltprpdukts pro Zeiteinheit vorgesehen ist. 

8. Vcrrirhtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Sauie •!) mehrfach verwendbar ist, indem ein der Kapazitat 
der saule ;1) entsprechender Oberschuft an der Substanz vorhan- 
den ist, 

9. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, daft die saule (1) austauschbar ist. 

10. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 7 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft die Zuf tihreinrichtung (2) alternativ Zugriff 
auf einen Mefiprobenspeicher (3) Oder ein Reservoir (4) eines 
saulenpuf f ers hat. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 1C, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Sauie (1) nachgeschaltet eine Kontrollvcrrichtung (8) zum 
UberprUf en der Reinheit des aus der Saule ;i) austretenden 
Saulenpuf f ers vorgesehen ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet, daft 
die Kontrolivorrichtung (8) photometrisch arbeitet. 
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13. Vcrrichtung, nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daft 
die Konzrollvorrichtung Mittel zur Messung der Leitf ahigkeit 
von FlUssickeiten umfaftt. i 

14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, daft der saule (1) nachgeschalter eine Meftvor- 
richrung (9) zum Bestimmen der Verdunnung der Meftprobe rait 
Saulenpuffer angeordnet ist. 

15. Vcrrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Meft vorrichtung (9) Mittel zur Volumenbestimmung von FlUs- 
sigkeiter. umfaftt. 

16. Vcrrichtung nach einem der Anspruche 10 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daft der Saule (1) nachgeschalret eine Misch- 
vorrichrung (10) zum Herstellen einer homocenen Mischung der 
behandelten Meftprobe mi t saulenpuffer angeordnet ist. 

17. Vorrichtung nach einem der Ansprtiche 7 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, daft der Meftprobe, ggf. dem saulenpuffer und 
dem Substrat in dem Versuchsgef aft (5) Uber die Ventil-/Pumpen- 
Anordnung (11, 14, 15) ein Meftpuffer zum Herstellen definier- 
ter Versuchsbedingungen beimischbar ist. 

18. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 7 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, daft der Detektor ein Flouromerer umfaftt* 

19. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 7 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, daft Mittel zum Temperieren des Versuchsgef aftes 
C5) vorgesehen sind. 

20. Vcrrichtung nach einem der AnsprUche 7 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, daft zwischen der ZufUhreinrichtung (2) una der 
Saule (1) mindestens ein umstellbares Ventil (6) angeordnet 
is:;, Uber das die Meftprobe alternativ Uber c:e saule (1) oder 
direkt, ohne Durchlaufen der Saule (1) in das Versuchsgef aft 
(5) leitibar ist. 
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21. Vorrichtung nach einem der Ansprtiche . 1 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, daft mindestens ein Ventil (16) vorgesehen ist, 
Uber das zumindest der saule (1) und der Ventil-/Pumpen- 
Anordnung ein SpUlpuffer zum Reinigen zuftthrbar ist. 

22. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 bis 21, dadurch 
gekennzeichnet, dali eine Rechnereinheit (IS) vorgesehen ist 
zum automazischen Betreiben und Steuern zumindest der Zuflih- 
rung der Mefiproben und ggf. des Saulenpuf f ers, ggf- der Be- 
st immung der Verdunnung der Meflprobe und ggf. des Mischehs, 
des Bef aliens der Versuchsgef a£e (5) und des Erfassens und 
Auswertens des Anstiegs der Konzentration zumindest eines 
Spaltprocukts des Substrats pro Zeiteinheit. 

23. Verfahren zur Bestimmung der Enzyminhibitoren in FlUssig- 
keiten, bei dem einer Mefiprobe die mit mindesiens einem Enzy- 
minhibitor korrespondierenden Enzyme entzogen werden und bei 
dem die so behandelte Mefiprobe mittels eines spezifischen Mefi- 
Assays auf die vorhandene Konzentration und/oder Aktivitat der 
spezifischen Inhibitoren , untersucht wird, wobei die Enzyme der 
Meiiprobe auf chromatographischem Wege entzogen werden, insbe- 
sondere nach einem der Anspruche 1 bis 6. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Meibprobe durch eirle saule (1) mit einem chromatographi- 
schen Tragermaterial geleitet wird, wobei das Tragermaterial 
mit einer die Enzyme bindenden Substanz versetzt ist. 

25. Verfahren nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekennzeich- 
net, da .3 die. behandelte . MeBprobe mit einem geeigneten Saulen- 
puffer definiert verdunnt wird. 
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26. Verfahren nach einem der; AnsprUche 23 bis 25, ciadurch ge- 
kennzeichnet , dafi die behandelte Meftprobe zur Herstellung de- 
finierter Versuchsbedingungen mit einem geeigneten Meftpuffer 
versetzt wird. 

27. Verfahren nach einem der AnsprUche 23 bis 26, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die zur Messung der Inhibirorenkonzentration 
und/oder Inhibitoraktivitat notwendigen, zum Meft-Assay geho- 
renden Substanzen zumindest wahrend der Inkubarionszeit tempe- 
riert werden . 
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Abb.2: Cathepsin B-Aktivitat 
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LEGENDE: CAT_B_GE: Cathepsin B-Aktivitat des unbefallenen Lungengewebes 

vor dem Inhibitorentzug. 

CAT_B_TU: Cathepsin B-Aktivitat des tumorbefallenen Lungen- 
gewebes vor dem Inhibitorentzug. 

CBGE: Cathepsin B-Aktivitat des unbefallenen Lungengewebes 

nach dem Inhibitorentzug. 

CBTU: Cathepsin B-Aktivitat des tumorbefallenen Lungen- 

gewebes nach dem Inhibitorentzug. 

N; Fallzahl. 

Y-Achse: Aktivitat in pU/mg Protein. 
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Abb. 3: Proteinmenge 
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LEGENDE: PROT_GES: Proteinmenge des unbefallenen Lungengewebes 

vor dem Inhibitorentzug. 

PROT_TU: Proteinmenge des tumorbefaiienen Lungen- 
gewebes vor dem inhibitorentzug. 

PGE: Proteinmenge des unbefallenen Lungengewebes 

nach dem Inhibitorentzug. 

PTU: Proteinmenge des tumorbefaiienen Lungen- 

gewebes nach dem inhibitorentzug. 

N: Failzaht. . 

Y-Achse: Proteinmenge in mg/mi: 
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Abb.4: Cathepsin B-Aktivitat 
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LEGENDE: CBG: 
CBT: 



Cathepsin B-Aktivitat des unbefallenen Lungengewebes 
vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 

Cathepsin B-Aktivitat des tumorbefailenen Lungen- 
gewebes vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 



X-Achse: Zeitiicher Veriauf in Minuten; 0 min entspricht dem 
Zustand vor, die weiteren Punkte entsprechen 
dem Zustand nach einem Inhibitorentzug. 



Y-Achse: Aktivttat in pU/mg Protein. 
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Abb.5: Cathepsin H-Aktivitat 
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Legende: GHG; 

CHT: 



Cathepsin H-Aktivitat des unbefalienen Lungengewebes 
vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 

Cathepsin H-Aktivitat des tumorbefalfenen Lungen- 
gewebes vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 



X-Achse: Zeitlicher Veriauf in Minuten; 0 min entspricht dem 
Zustand vor, die weiteren Punkte entsprechen 
dem Zustand nach einem Inhibitorentzug. 

Y-Achse: Aktivitat in pU/mg Protein. 
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Abb. 6: Cathepsin L-Aktivitat 
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Legende: CLG: 
CLT: 
RAG: 

RAT: 
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Zeit/min 



Cathepsin L-Aktivitat des unbefallenen Lungengewebes 
vor bzw. nach dem Inhibitqrentzug. 

Cathepsin L-Aktivitat des tumorbefallenen Lungen- 
gewebes vor bzw. nach dem Inhibrtorentzug. 

Restaktivitat aus der Messung von CLG nach einer 
Zugabe von spezifischem Inhibitor fur. Cystein-Pro- 
teinasen (E64). 

Restaktivitat aus der Messung von CLT nach einer 
Zugabe von E64. 



X-Achse: Zeitlicher Veriauf in Minuten; 0 min entspricht dem 
Zustand vor, die weiteren Punkte entsprechen 
dem Zustand nach einem Inhibitorentzug. 



Y-Achse: 



Aktivitat in uU/mg Protein. 
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Abb. 7: Proteinmenge 
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LEGENDE PG: 



PT: 



Proteinmenge des unbefallenen Lungengewebes 
vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 

Proteinmenge des tumorbefallenen Lungen- 
gewebes vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 



X-Achse: Zeitlicher Verlauf in Minuten; 0 min entspricht dem 
Zustand vor, die weiteren Punkte entsprechen 
dem Zustand nach einem inhibitorentzug. . 



Y-Achse: Proteinmenge in mg/ml. 
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Abb.8: Kaplan-Meier-Kurve (Gberlebenskurve) 
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Abb. 9: Schnelltest-Vorrichtung 
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Legende: 

A: Zustand vor dem Gebrauch 
B: Zustand nach dem Einziehen der Probe 
C: Zustand nach dem Einbringen der Probe in ein 
Reaktionsbehaitnis. 

1: Spritze 

2: Spritzenstempel 
3: Mikrofilter 

4: Chromatbgraphisches Tragermaterial mit an dieses 

gebundenen Enzymen 
5: Offnung der Spritze zum Einziehen und Ausbringen der 

Probe, mit Mikrofilter versehen 
6: Flussigkeitsgefullier Raum 
7: Reaktionsbehaltnis 
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VERTRAG AeR DIE INTERNATIONALE zfl^AMM ENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 
(Artikel 1 8 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders oder An walls 


WFITFRFS &ehe Mitteilung uber die Obermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formbtatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutrefFend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 96/01087 


Internationales Anmeldedatum 
( Tag/Monat/Jahr) 

19/06/1996 


(Fruhestes) Prioritatsdatum ( Tag/Monat/Jahr) 

20/06/1995 


Anmelder 

SCHUMACHER, Johannes 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehbrde erstellt und wird dem Anmelder gemafl 
Artikel IS ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buroj ubermittelL 



Blatter. 



Dieser Internationale Recherchenbericht umfafit insgesamt 2 

[)(] Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Q Besdmmte Ansp ruche haben sicfa als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
2 - EH Mangetade Einheitlichkdt der Erfindung (siehe Feld II). 

3. (""I In der internationalen Anmeldung ist etn Protokoll einer Nudeotid- und/oder Aimnosauresequenz offenbart; die internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefUhrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| [ das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

I I dem jedoch keine Erklarung beigefiigt war, dafl der Inhalt des Protokolls nicht uber den 
— Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemafle Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezrichnung der Erfindung 

[)(] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt 



S. Hinsichtlich der Zusanunenfassung 

Py] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

I I wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 
— festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verbffentlichen: 

Abb. Nr. 1 [y ] wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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INTERNATIONALES. RECHERCHENBERICHT 



iflAationales Aktenzeichen 

W/DE 96/01087 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/0O C12M1/36 



Nach der Internationalen Patentklasafikation (IPK) oder nach der national en Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12Q C12M 



Recherchicrtc aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



W ah rend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbcgriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



EP,A,0 329 190 (SHOWA DENKO KABUSHIKI 
KAISHA) 23. August 1989 

EP,A,0 335 354 (BI0C0NTR0L SYSTEMS, 
INCORPORATED) 4.0ktober 1989 

EP.A.O 019 638 (FUJISAWA PHARMACEUTICAL 
CO. LTD.) lO.Dezember 1980 

GB,A,2 213 262 (MERCK & CO. INC.) 9. August 
1989 



□ 



Weitere Veroffentlichungen and der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



• Besondere Kategonen von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E* al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht. worden ist 

"V Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lass en, oder durch die das Veroffenthchurigsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist 



T* Spate re Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
The one angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit bemhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutun© die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbinduna gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahel legend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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